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INTRODUÇÃO

A malária atinge aproximadamente 300 milhões de 
pessoas no mundo inteiro, causando entre 1 e 1,5 milhão 
de mortes anualmente. Antes uma doença vastamente 
disseminada, ela hoje encontra-se confinada 
principalmente à África, Ásia e América Latina. As espécies 
predominantes de malária apresentam diferentes 
prevalências dependendo da região geográfica. Por 
exemplo, a causada por Plasmodium vivax é mais 
prevalente que a causada por P. falciparum na América 
Latina. Em geral, a falta de uma vacina e a resistência a 
drogas têm prejudicado muitos programas de controle da 
malária.

CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM

Tanto os hospedeiros vertebrados quanto os 
invertebrados podem ser infectados pela malária. Os 
mosquitos ingerem os gametócitos do Plasmodium durante 

o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 
infectado e os gametócitos, então, adquirem sua forma 
infecciosa (esporozoítos) dentro de suas glândulas 
sal ivares. A esporogonia no mosquito dura 
aproximadamente 10 a 20 dias e o mosquito permanece 
infeccioso por 1 a 2 meses. A fase esquizogônica inicia 
com a inoculação do parasita no sangue do hospedeiro 
vertebrado por meio da picada de uma fêmea do mosquito 
do gênero Anopheles. Em um curto intervalo de tempo, os 
esporozoítos invadem as células do fígado por meio de um 

1ciclo complexo  e iniciam a esquizogonia, que se divide em 
duas fases, a fase hepática (esquizogonia pré-eritrocítica) e 
a fase eritrocítica (esquizogonia eritrocítica). Dentro dos 
hepatócitos, os trofozoítos iniciam sua divisão intracelular 
assexuada. Ao fim desta fase, milhares de merozoítos exo-
eritrocíticos são liberados de cada hepatócito infectado. O 
tempo gasto para que seja completada a fase tecidual 
varia de acordo com a espécie infecciosa: 8 a 25 dias para 
P. falciparum, 8 a 27 dias para P. vivax, 9 a 17 dias para P. 
ovale, 15 a 30 dias para P. maláriae e 9 a 12 dias para P. 

2knowlesi . Este período é denominado pré-patente. No 
caso de P. vivax e P. ovale, alguns esporozoítos podem 
entrar em estágio de dormência, também conhecido como 
criptobiótico, quando são chamados de hipnozoítos. Eles 
podem permanecer latentes por meses ou anos e, quando 
reativados, levam a novas manifestações clínicas 
denominadas recaídas. Os merozoítos liberados dos 
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RESUMO

A malária é uma doença transmitida por mosquitos e causada por parasitas do gênero Plasmodium. Em seres humanos, os 
parasitas multiplicam-se no fígado e, em seguida, infectam os eritrócitos. O ciclo de vida do Plasmodium consiste em uma 
fase sexuada no mosquito vetor (esporogonia) e uma fase assexuada no hospedeiro vertebrado (esquizogonia); ambas as 
fases podem ser detectadas por meio de testes. Em geral, a avaliação da atividade antimalárica de compostos é feita por 
testes in vivo e in vitro. A atividade antimalárica determinada por testes in vivo decorre de uma variedade de fatores 
associados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro. Por outro lado, os testes in vitro mostram com mais precisão os efeitos 
"isolados" dos compostos sobre o metabolismo do parasita. A análise in vivo da atividade antiplasmódica pode ser 
realizada com o uso de modelos de roedores e pela avaliação da atividade bloqueadora do potencial vetor utilizando 
mosquitos. Há diversos testes in vitro para a avaliação da atividade antimalárica com base na observação do 
desenvolvimento do parasita em células sanguíneas por meio de gota espessa, ensaios isotópicos, quantificação de 
proteínas do parasita e testes de intercalação no DNA com o uso de corantes. Além da atividade antimalárica, um 
composto antimalárico promissor não deve apresentar toxicidade em relação às células hospedeiras; o grau de 
seletividade de um composto em relação ao parasita da malária envolve esta análise. Neste artigo, pretende-se resumir os 
métodos mais comumente utilizados para avaliar a atividade antimalárica de compostos durante os diferentes estágios do 
ciclo de vida do Plasmodium.

Palavras-chave: Malária; Resistência a Medicamentos; Antimaláricos; Testes Imunológicos de Citotoxicidade; 
Plasmodium.



hepatócitos adentram nos eritrócitos e dão início à divisão 
assexuada, desenvolvendo, durante os estágios de anéis, 
trofozoítos, esquizontes precoces e maduros. Cada 
esquizonte maduro é composto de milhares de merozoítos 
eritrocíticos. Esses merozoítos são então liberados pela lise 
do eritrócito e imediatamente invadem eritrócitos não 
infectados. Esse ciclo de invasão-multiplicação-liberação-
invasão repete-se continuamente; ele ocorre de forma 
sincrônica à medida em que os merozoítos são liberados, o 
que ocorre aproximadamente ao mesmo tempo. Isto 
resulta em manifestações clínicas características da 
doença. Uma pequena proporção de merozoítos no 
eritrócito transforma-se em macro e microgametócitos, e o 
seu ciclo completo é reiniciado caso outra fêmea do 
mosquito se alimente do hospedeiro vertebrado infectado.  

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMALÁRICA

Em geral, a avaliação da atividade antimalárica de 
compostos é feita por testes in vivo e in vitro, que podem ser 
complementares, pois os dados obtidos pelos testes in vitro 
requerem confirmação com modelos vivos. 

A – Os testes in vivo são associados a modelos animais 
e suas questões éticas obrigatórias. Nestes testes, são 
medidos, principalmente, a) a depuração dos parasitas 
detectados por meio de microscopia ótica ou outros 
métodos mais sensíveis (reação em cadeia da polimerase – 
PCR), b) o tempo gasto entre a última dose da droga e a 
depuração da parasitemia e c) a dosagem da droga que 
depura os parasitas como resposta a sua utilização. 

Após sua adaptação para testes em humanos, os 
es tudos in  v ivo  gera lmente  representam o 
acompanhamento de um grupo selecionado de indivíduos 
sintomáticos e parasitêmicos que tenham passado por 
tratamento cuidadosamente controlado com subsequente 
monitoramento das respostas parasitológicas e/ou clínicas 
ao longo do tempo. Um composto ou droga pode ter sua 
baixa eficiência terapêutica mascarada por uma 
depuração imunomediada dos parasitas em hospedeiros 
com imunidade adquirida. Quando realizados em 
humanos, testes in vivo refletem de forma mais precisa o 
real status clínico ou epidemiológico, i.e., a resposta 
terapêutica dos parasitas circulantes que estejam 
infectando a população na qual o fármaco esteja sendo 
ministrado.

A análise da atividade antimalárica de novos compostos 
segue procedimentos padronizados*. Primatas não 
humanos já serviram de modelos experimentais para a 

3malária causada por P. falciparum . No entanto, o uso desse 
modelo animal tem se tornado difícil devido a questões de 
ordem econômica e ética: uma quantidade limitada de 
símios, a pequena quantidade de linhagens de parasitas 
adaptadas para causar infecção em primatas e a diferente 

4 , 5 , 6patologia apresentada por esses modelos . 
Consequentemente, a maior parte dos estudos 
experimentais sobre malária in vivo baseou-se em diferentes 
combinações de várias cepas de murinos e Plasmodium spp. 

7,8de roedores ; entretanto, as diferenças biológicas entre as 
9espécies de parasitas devem ser levadas em consideração .

Fatores externos, como a imunidade, as variações na 
absorção da droga e no metabolismo, são reduzidos 
devido ao uso de animais ainda não expostos (naïve), de 
linhagens reconhecidas, nos experimentos. Além disso, 
potenciais erros de classificação de reinfecção não são 
levados em consideração, pois os testes utilizam 
inoculação direta de parasitas na fase sanguínea em áreas 
bem protegidas nas proximidades dos cativeiros. No 
entanto, a atividade antimalárica medida em um teste in 
vivo nem sempre leva em consideração efeitos colaterais, 
como o metabolismo e a genética do hospedeiro, o que 
pode influenciar no resultado do experimento.

B – Os testes in vitro impedem alguns dos fatores 
confundidores listados acima, pois retiram os parasitas do 
hospedeiro e os colocam em um ambiente experimental 
controlado. Segundo o procedimento mais utilizado, os 
parasitas de P. falciparum obtidos de cultura celular ou de 
um paciente humano são expostos a quantidades 
precisamente calculadas de um determinado composto 
ou medicamento. Em seguida, a inibição da maturação 
do parasita é monitorada para que se avalie o efeito 
dependente da dose da droga, ao impedir o 
desenvolvimento do parasita de anel para esquizonte. 
Para os testes relacionados com a infectividade do 
esporozoíto, são geralmente utilizados esporozítos de P. 
berghei em cultura de células hepáticas HepG2 para 
estudar o efeito da dose da droga sobre a maturação do 
esquizonte. A correlação dos dados das respostas dos 
testes in vitro com as respostas clínicas de pacientes não é 
consistente, uma vez que a cura clínica não é influenciada 
pelo sistema imunológico do indivíduo. Outro exemplo da 
limitação dos testes in vitro é o uso de prodrogas, como 
proguanil, que demanda a conversão do hospedeiro em 
metabólitos ativos. Apesar de se ter conseguido realizar a 
adaptação das formas eritrócitas de P. vivax para cultura 
contínua, o seu uso em testes é complexo e inviável. Em 
geral, esses testes são trabalhosos e relativamente caros; 
no entanto, há inovações sendo implementadas que 
podem torná-los mais fáceis de adaptar para o trabalho 
de campo rotineiro e mais eficientes como ferramentas de 
alto rendimento para as análises de atividades das drogas.

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMALÁRICA DE 
COMPOSTOS DURANTE A FASE ERITROCÍTICA 

O procedimento de análise e validação de drogas 
antimaláricas é relativamente demorado e complicado. A 
primeira fase da avaliação da droga consiste normalmente 
em duas subfases. A primeira abrange o uso de ensaios 
"whole-cell" (células totais) para a determinação do efeito 
do composto no crescimento do parasita humano P. 
falciparum in vitro. A segunda fase abrange a análise da 
eficiência in vivo de drogas selecionadas em pequenos 
modelos animais de malária, utilizando principalmente os 
parasitas de roedores P. berghei, P. yoelii e P. chabaudi em 
camundongos de laboratório.

CULTURA DE PARASITAS

A maioria das abordagens a respeito da sensibilidade 
in vitro à droga é baseada na cultura de parasitas de 
malária em eritrócitos, que foi desenvolvida na década de 

10,111970 . O seu desenvolvimento tornou possível a 
remoção do parasita da corrente sanguínea do paciente e 
sua transferência para o ambiente de laboratório, 
altamente controlado. Também permitiu a pesquisa em 
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regiões não endêmicas onde não há uma boa quantidade 
de amostras novas de parasitas. A cultura em curto prazo 
de parasitas do P. falciparum é bem simples e requer a 
utilização de pouco equipamento laboratorial, podendo 
ser facilmente realizado sob condições de campo. Apesar 
de a cultura continua apresentar desafios logísticos e 
consideravelmente mais técnicos, ela tem se tornado uma 
ferramenta essencial em laboratórios que trabalham com 
o desenvolvimento de drogas antimaláricas e de pesquisas 

básicas. Com a possibilidade de criopreservação de 
12parasitas vivos , as culturas fornecem a base para estudos 

que exigem altas densidades de parasitas (proteômica) e 
para os procedimentos de clonagem. Embora o P. 
falciparum seja assíncrono durante a cultura in vitro, a 
sincronização artificial (Figura 1) dos estágios eritrocíticos 
do parasita em cultura é útil para pesquisas sobre as 
candidatas a vacina contra a malária no estágio 
eritrocítico.
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Anel Trofozoíto

Esquizonte Merozoíto

Figura 1 –  Ciclo de vida intraeritrocítico do Plasmodium falciparum: fases de desenvolvimento. Cultura 
in vitro de parasitas sincronizados com sorbitol, corados com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindole) e fotografados sob luz UV por microscopia de fluorescência (1000X)

 TESTES IN VITRO

O principal objetivo dos testes de sensibilidade a 
drogas consiste em avaliar ou medir a sensibilidade do 
parasita (P. falciparum) a dosagens crescentes de droga in 
vitro; os dados são apresentados como porcentagem do 
crescimento parasitário comparado com culturas não 
tratadas. Esta abordagem permite um descarte quase total 
de fatores interferentes relacionados ao hospedeiro, tais 
como sua imunidade e seu metabolismo em relação ao 
composto, deste modo oferecendo uma avaliação direta 
do impacto da droga. Os testes in vitro são basicamente 
isentos de risco para o paciente, não são invasivos (com 
exceção da coleta de sangue para amostra) e são 
essenciais para o desenvolvimento da droga. Os testes in 
vitro para a verificação da atividade antimalárica 
geralmente utilize o método de cultura contínua 

11desenvolvido por Trager e Jensen  e a técnica de 
13microcultura desenvolvida por Rieckmann . A cultura in 

vitro em curto prazo de isolados de campo de P. vivax e P. 
14,15ovale recém-coletados foi também estabelecida , 

permitindo a avaliação da atividade antimalárica em 
drogas diferentes sobre estas espécies de plasmódio.

Para a seleção da droga, vários métodos in vitro são 
comumente utilizados para a avaliação da inibição do 
crescimento do P. falciparum: a) contagem de esquizontes 
por meio da gota espessa, método conhecido como teste 
padrão de maturação de esquizontes da Organização 

16Mundial de Saúde (OMS) ; b) incorporação de precursor 

de ácido nucleico radiomarcado (hipoxantina 
radiomarcada, por exemplo), conhecido como ensaio 

17,18isotópico ; c) a quantificação das proteínas 2 rica em 
histidina (HRP2) e lactato desidrogenase (LDH) do parasita 

19,20pelo ensaio imunoenzimático ELISA ; e d) Teste de 
21,22,23,24intercalação no DNA com o uso de corantes . 

Contagem de esquizontes por meio da gota 
espessa

Este teste de sensibilidade à droga é baseado em 
contagens do parasita após a avaliação da morfologia de 
seu crescimento (de anéis a esquizontes) por meio de 
microscopia luminosa. O microteste Mark III da OMS 
(Tabela 1) é uma alternativa de baixo custo padronizada 
pela OMS*. Ele deve ser realizado por microscopistas 
experientes, pois é muito trabalhoso e suscetível à variação 
individual. Ele é baseado na maturação do P. falciparum 
em microcultura de 24 a 36 h, com a contagem 
microscópica do número de parasitas que se desenvolvem 
em esquizontes (i.e., parasitas com três ou mais 
cromatinas) por meio de filme espesso corado com 
Giemsa. Apesar destes fatores, o ensaio da OMS é 
econômico e simples de ser realizado em campo. Diversos 
trabalhos publicados no Brasil utilizaram esta 

25,26,27,28técnica .
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Testes isotópicos

O ensaio com incorporação de hipoxantina 
radiomarcada (Tabela 1) tem sido utilizado como padrão 
ouro para os testes de suscetibilidade a drogas com o P. 

18falciparum . Como uma alternativa ao uso de hipoxantina 
radiomarcada, Elabbadi  propuseram a utilização de 
etanolamina, que apresenta, como maior vantagem, a 
possibilidade de complementação do meio de cultura com 
hipoxantina para melhorar o crescimento do parasita. Vários 
outros precursores, como o palmitato, serina, colina, inositol 
e isoleucina, também já foram indicados para uso em testes 

29isotópicos . No entanto, as normas referentes ao manuseio 
de materiais radiativos se tornaram bem mais restritivas, 
objetivando limitar a sua utilização a campos em que não há 
qualquer metodologia alternativa disponível. Outra 
limitação é o alto custo do equipamento necessário, como 
contadores de cintilação líquida e equipamentos de colheita. 
Além disso, as densidades de parasitas relativamente altas 
exigidas para este teste (de aproximadamente 0,5%) limitam 
sua aplicabilidade ao uso de cepas de parasitas adaptadas 
a culturas ou a amostras de campo com parasitemia alta. 
Estas barreiras tornam o seu uso rotineiro mais caro e difícil 
em contextos de pesquisa e de atendimento clínico, 
particularmente em ambientes com recursos limitados.

 Quantificação das proteínas do parasita

O ELISA é um método fácil de implementar, altamente 
reproduzível, exige pouco equipamento técnico e pode ser 
aplicado em laboratório de campo. Alguns testes ELISA 
visando o LDH do P. falciparum (pLDH), a atividade do 
p L D H  o u  a  H R P 2  j á  e s t ã o  d i s p o n í v e i s  

30,19,31,32,33comercialmente . O princípio por trás da produção 
de pLDH como uma medida para o crescimento dos 
parasitas decorre da diferente estrutura enzimática do 

34pLDH, comparada às LDHs humanas  e do rápido declínio 
35nos níveis de pLDH quando os parasitas morrem .

O ensaio  double-s i te  enzyme-l inked  LDH 
immunodetection (DELI) (Tabela 1) tem sido utilizado para 
avaliar a suscetibilidade a drogas antimaláricas do P. 

36,30,19falciparum . Ele é bastante sensível – mais sensível do que 
a detecção do P. falciparum em esfregaços sanguíneos e tão 

29

19sensível quanto a PCR . Esta técnica pode ser usada para 
mensurar a sensibilidade à droga in vitro do P. falciparum de 
forma mais fácil, rápida e com equipamentos mais simples 
que os exigidos para realizar os testes isotópicos. Em contraste 
com este último, densidades mais baixas do parasita podem 
ser testadas pelo DELI (até 0,005%), aumentando assim o 
número de isolados que podem ser investigados. 

O teste de atividade enzimática do pLDH é baseado na 
observação de que a enzima LDH do P. falciparum tem a 
capacidade de usar rapidamente o 3-acetilpiridina adenina 
dinucleotídeo (APAD) como uma coenzima na reação, o que 
leva à formação de piruvato a partir do lactato. Em 
contraste, o LDH da hemácia humana executa esta reação 
lentamente na presença de APAD. O desenvolvimento da 
APADH é então mensurado e faz-se uma correlação entre os 

 37,38níveis de parasitemia e a atividade do LDH do parasita .

O teste de HRP2 (Tabela 1) é baseado na avaliação do 
aumento das concentrações de HRP2 em amostras de cultura 
de P. falciparum. Há um kit comercial disponível (Malaria Ag 
CELISA, Cellabs Pty. Ltd., Brookvale, NSW, Austrália; 
http://www.cellabs.com.au), que realiza o teste em apenas 
2,5 h, aproximadamente. Se o crescimento dos parasitas for 
inibido por drogas antimaláricas, a inibição reflete no 
aumento de níveis de HRP2 e pode, consequentemente, ser 
facilmente quantificada por meio da detecção mediada por 

39anticorpos . Há registros de que o HRP2 tem demonstrado 
uma grande diversidade de sequências de proteínas 
(principalmente inserções) em isolados de P. falciparum 

40provenientes de diferentes áreas geográficas  e alguns 
isolados da Amazônia peruana têm demonstrado até mesmo 

41a falta do gene pfhrp2 . Foi demosntrado que a diversidade 
da proteína HRP2 influencia na sensibilidade dos anticorpos 
de detecção do HRP2. Por estas razões, há uma crescente 
preocupação acerca de sua aplicação em estudos de campo. 
No entanto, este método é amplamente utilizado pela Rede 
Amazônica de Vigilância da Resistência aos Antimaláricos 
(RAVREDA)* para testes de suscetibilidade a drogas.
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Microteste Mark III da 
OMS

Sensibilidade

Tempo de cultura

Parasitemia inicial

Avaliação da inibição 
do crescimento

Demanda de 
equipamento

Carga de trabalho 
envolvida

* Corantes mais utilizados: SYBR Green I, Picogreen, DAPI e YOYO-1; Densidades parasitárias a partir de 0,005% podem ser testadas; No caso da cor YOYO1, é feita a 
§  

detecção por meio da separação de células ativadas por fluorescência (FACS) em um aparelho bastante caro; Depende dos autores e do corante utilizado.

† ‡ 

Tabela 1 –  Comparação entre os testes mais utilizados para a mensuração da sensibilidade a drogas em estágios 
intraeritrocíticos de parasitas de Plasmodium falciparum in vitro (double-site enzyme-linked LDH 
immunodetection - DELI; proteína 2 rica em histidina - HRP2; lactato desidrogenase - pLDH; separação de 
células ativadas por fluorescência - FACS). Os valores alto, moderado e baixo indicam os níveis relativos 
entre os diferentes testes

alta

24 h

0,6 - 0,8%

Microscopia 
(maturação do 

esquizonte)

baixa 
(microscópio)

alta

Ensaio isotópico

moderada

42 h (até 72 h)

Incorporação de 
precursores 

radiomarcados

alta
(contador de 
cintilação)

baixa

.

Ensaio enzimático 
pLDH

baixa

48 h

0,5%

Atividade enzimática 
de pLDH

moderada (leitor de 
microplaca)

baixa

Ensaio pLDH DELI

alta

48 h
†0,5%

ELISA

moderada (leitor de 
microplaca)

moderada

Ensaio HRP2

alta

48 h - 72 h

0,01 - 0,1%

ELISA

moderada (leitor 
de microplaca)

baixo

Teste de intercalação 
no DNA*

alta

72 h
‡0,05 - 0,8%

Fluorescência

moderada 
§(fluorímetro)

baixo



Teste de intercalação no DNA com o uso de 
corantes

Diversos métodos de triagem já foram publicados com 
drogas que apresentam potencial de alto rendimento 
contra o P. falciparum. A maioria deles baseia-se na 
quantificação automática do crescimento parasitário após 
sua coloração com corantes fluorescente para 

42,41,43,44,23,24DNA . O princípio por trás destes ensaios é o 
contraste entre os eritrócitos do hospedeiro, que não 
apresentam DNA e RNA, e os parasitas da malária, que 
têm tanto DNA quanto RNA; por isso, são utilizados, nos 
parasitas, corantes que mostram uma maior fluorescência 
na presença de ácidos nucleicos.

As tecnologias baseadas em coloração de DNA (Tabela 
1), como as que utilizam DAPI (4, 6-diamidino-2-
fenilindol), Picogreen, YOYO-1 e SYBR Green I, têm 
apresentado resultados comparáveis aos de testes 
isotópicos. Nestes últimos, a fluorescência dos corantes é 
medida utilizando leitores de fluorescência em 
microplacas ou separadores de células ativadas por 
fluorescência (FACS). Até o presente momento, apenas 
dois destes corantes apresentaram êxito nas triagens de 
alto rendimento dos compostos existentes: YOYO-1 e 

42,24DAPI . O uso destes testes tem aumentado porque sua 
realização é relativamente simples e barata em 
comparação com seus equivalentes radioativos e ELISA.

AVALIAÇÃO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIPLASMÓDICA

A resistência a drogas antimaláricas já foi definida 
como a "habilidade da cepa do parasita de sobreviver 
e/ou multiplicar-se, a despeito da administração e 
absorção de uma droga, dada em doses iguais ou 
maiores que aquelas normalmente recomendadas, mas 
dentro dos limites de tolerância do indivíduo". Outro 
motivo para o insucesso na eliminação do parasita do 
corpo dos pacientes pode ser o fato de uma quantidade 
insuficiente da droga ou de seu metabólito ativo alcançá-
lo, um evento denominado falha terapêutica. 
Diferentemente da resistência a drogas, a falha 
terapêutica é um processo relacionado diretamente com o 
parasita e altamente dependente tanto do hospedeiro 
quanto das propriedades da droga. 

Obviamente, as pesquisas tecnológicas visando à 
descoberta de drogas antimaláricas objetivam a 
eliminação da doença em humanos. Há uma grande 
heterogeneidade no comportamento dos pacientes e entre 
diferentes populações devido ao polimorfismo 
relacionado aos genes, à redundância de albvos, aos 
diferentes procedimentos regulados e aos obstáculos 
relacionados ao meio ambiente.

Monitoramento dos pacientes

Em humanos, a abordagem mais tradicional utilizada 
para determinar a suscetibilidade do P. falciparum a 
drogas antimaláricas é a avaliação da resposta terapêutica 
(in vivo), que foi originalmente definida pela OMS em 
termos de depuração parasitária [sensível (S) e três níveis 
crescentes de resistência (RI, RII, RIII)]. Como a reinfecção é 
difícil de ser excluída em áreas com transmissão intensa de 
malária, a OMS introduziu um protocolo modificado com 

base no desfecho clínico (resposta clínica adequada, falha 
terapêutica precoce e tardia) para áreas com intensa 
transmissão, onde a parasitemia na ausência de sinais ou 
sintomas clínicos é comum*. Atualmente, o sistema de 
classificação estende o período de monitoramento para 
28 dias e inclui critérios diferentes para a definição da 
Falha Terapêutica Precoce, Falha Clínica Tardia e Falha 
Parasitológica Tardia para áreas com transmissão intensa e 

†baixa a moderada . O desenvolvimento de ferramentas 
moleculares tornou possível distinguir incidentes de 

45recrudescência de reinfecções . Todos os testes in vivo 
devem ser realizados com doses terapêuticas 
padronizadas e executados de acordo com as 

‡recomendações da OMS . Para o P. vivax, os critérios são 
†diferentes do P. falciparum . A proliferação de experiências 

com drogas antimaláricas nos últimos dez anos deu ensejo 
ao lançamento de um esforço conjunto global de 
vigilância no sentido de monitorar a eficácia de drogas 
antimaláricas. A Rede Mundial de Vigilância à Resistência 

§Antimalárica (WARN)  se propõe a estabelecer uma base 
de dados clínica abrangente cujas estimativas 
padronizadas da eficácia antimalárica podem ser obtidas 
e monitoradas ao longo do tempo para diversas regiões 

46geográficas e endêmicas . A adoção generalizada desta 
abordagem permitirá um reconhecimento preciso e em 
tempo hábil de novas tendências em eficácia de drogas, 
orientando assim as intervenções adequadas para lidar 
com as cepas de parasitas resistentes a multidrogas já 
estabelecidas, bem como acelerar a implementação de 
ações assim que novas cepas de plasmódios 
multirresistentes emergirem.

Modelos de roedores para triagem in vivo da 
atividade antimalárica

Quatro espécies de parasitas de malária extraídos de 
roedores africanos foram adaptadas para o crescimento 

47em camundongos: P. berghei, 1948 ; P. chabaudi, 
48 49 501965 ; P. vinckei, 1952 ; e P. yoelii, 1965  (Tabela 2). 

Estes modelos de parasitas tornaram-se amplamente 
utilizados especialmente devido à facilidade de manuseio 
e de criação de ratos e cacmundongos em laboratório; 
além disso, o seu ciclo de vida pode ser mantido em 
laboratório por meio de transmissão cíclica, utilizando 
Anopheles stephensi e A. gambiae, que também são de 
fácil manutenção em laboratório.
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Apesar de a extrapolação direta da biologia dos 
modelos roedores para a biologia do P. falciparum não 
poder ser aplicável em todas as situações, cada uma das 
quatro espécies de malária de roedores tem características 
similares às quatro espécies de malária humana, o que as 
torna adequadas para o estudo paralelo (por exemplo, a 

51variação antigênica de P. chabaudi , os testes in vivo com 
52 53drogas e P. berghei  ou P. chabaudi , malária cerebral 

54com P. berghei ANKA , vacinas em estágio pré-eritrocítico 
55 56com P. yoelli  e cronobiologia com P. vinckei ).

Um dos testes in vivo baseados na resposta a doses 
mais utilizados na avaliação da atividade antimalárica é o 
teste de supressão de quatro dias desenvolvido por 

61Peters . Em resumo, fêmeas de camundongos são 
infectadas por parasitas de roedores e as doses diferentes 
de tratamento são ministradas logo após a infecção, no 
dia 0, e são repetidas uma vez a cada um dos 3 dias 
subsequentes. Nos dias 4 e 7 pós-infecção, a parasitemia 
é avaliada. Após o dia 7, nenhuma manipulação é 
realizada nos camundongos, observando-se apenas sua 
sobrevivência.

Parasitas de primatas não humanos, roedores ou de 
pássaros foram utilizados como substitutos do P. 

62falciparum . No entanto, a despeito de seu valor, há 
diferenças significativas entre estas espécies e os parasitas 

63,64humanos . Recentemente, um modelo murino fidedigno 
de malária por P. falciparum foi estabelecido e se tornou 
uma ferramenta valiosa a ser utilizada em pesquisa, 
particularmente no descobrimento de novas drogas. O 
desenvolvimento de camundongos humanizados 
infectados por P. falciparum por meio da infecção de 
camundongos "nude" ou SCID por parasitas de P. 

65,66,67,68,69falciparum  facilitou a coleta de amostras nos 
estágios exoeritrocítico, intraeritrocítico e intraeritrocítico 
aderente do parasita. É possível criar novos modelos 
murinos de falciparum utilizando camundongos 
humanizados imunodeficientes expressando moléculas 
humanas de adesão no endotélio que também apresentam 
defeitos específicos nem sua atividade/ativação fagocítica. 
Espera-se que estas ferramentas abram novos caminhos 
para o estudo da biologia dos estágios eritrocíticos do P. 
falciparum in vivo; além disso, suas respostas moleculares 
às pressões seletivas impostas por drogas antimaláricas ou 
pelo sistema imunológico humano reconstituído em 

70,71,65,72camundongos podem ser analisadas . De fato, 
73Angulo-Barturen  conseguiram obter uma relação entre as 

respostas às doses de drogas antimaláricas utilizando um 
modelo de camundongo humanizado infectado por P. 
falciparum.

AVALIAÇÃO DA SEGURANÇA (CITOTOXICIDADE)

Um teste de toxicidade é uma ferramenta rápida e que 
apresenta uma boa relação custo-benefício no apoio à 
escolha de candidatas ideais, de modo a eliminar 
prováveis falhas antes de um composto ser submetido ao 
dispendioso processo de desenvolvimento da droga. A 
toxicidade é considerada o potencial de um composto de 
induzir a morte da célula. A correlação entre a 
citotoxicidade basal e a citotoxicidade aguda em animais e 

74humanos tem sido considerada razoavelmente boa . Além 
da atividade antimalárica, um composto antimalárico 
promissor não pode apresentar toxicidade às células do 
hospedeiro. O grau de seletividade demonstrado por um 
composto ante um parasita da malária pode ser expresso 
por seu índice de sensibilidade [IS = IC50células/IC50 
parasitas (IC50, concentração que inibe 50% dos 
parasitas)]. Quanto maior for o IS, mais promissor será o 
composto, devido à sua seletividade ante o parasita da 

75malária . No entanto, um valor de SI abaixo de 2,0 indica 
que um composto pode possuir uma forte atividade 
antimalárica, mas pode ser uma toxina geral e não deve 
ser considerada uma candidata. Na prática, uma droga é 
considerada potencialmente interessante como um 

76antimalárico se o seu IC50 for menor que 10 mM . 

Apesar de um grande número de organismos poderem 
ser utilizados, as culturas de células in vitro são 
geralmente aceitas como um método eficaz para a 
investigação da toxicidade de novos compostos. Suas 
vantagens sobre os métodos clássicos, tais como os 
estudos de longo prazo com animais experimentais como 
ratos, camundongos ou mesmo o menos frequente teste 

77de letalidade para artemia salina , são suas variáveis 
relativamente bem controladas, seu custo reduzido, o 
consumo menor de tempo e o menor número de animais 
necessários para a finalização dos estudos. Há seis alvos 
comuns de toxicidade xenobiótica: fígado, sangue, rim, 
nervo, pulmão e pele. Há muitos tipos de células 

78disponíveis para cada alvo: fígado, HepG2  e BEL-7402; 
sangue, HL60 e K160; rim, Vero e HEK293; nervo, XF498 
e NG108-15; pulmão, WI-38 e A549; e pele, SK-MEL-2 e 
Lox. HepG2 é uma das linhagens celulares mais utilizadas 

79por empresas farmacêuticas (GlaxoSmithKline ) para 
investigar a toxicidade em uma série de compostos.

Em estudos envolvendo compostos at ivos 
antiplasmodium, os pontos de avaliação (endpoints) de 
toxicidade mais frequentemente utilizados têm por base a) 
o colapso da barreira de permeabilidade celular (teste de 

80 81LDH) , b) a quantidade de proteína , c) o acúmulo de 
82vermelho neutro  e d) função mitocondrial reduzida [teste 
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57,58,59,60Tabela 2 – Características dos quatro parasitas da malária em roedores e parasitas humanos

Merozoítos por esquizonte

Infecção sanguínea sincrônica

Temperatura ideal para a transmissão pelo mosquito

Esporozoítos em glândulas (dias após a infecção)

Duração do ciclo pré-eritrocítico (horas)

Duração do ciclo sanguíneo assexuado (horas)

Tempo de desenvolvimento dos gametócitos (horas)

P. berghei

12 - 18

Não

19 - 21

13 - 14

48 - 52

22 - 24

26 - 30

P. yoelii

12 - 18

Não

23 - 26

9 - 11

43 - 48

18

27

P. chabaudi

6 - 8

Sim

24 - 26

11 - 13

50 - 58

24

36?

6 - 12

Sim

24 - 26

10 - 13

60 - 72

24

27

P. vinckei

8 - 16 (32)

Sim/Não

> 26

Depende da temperatura

6 - 15 dias

48 - 72

48 h - 12 dias

Parasitas humanos
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MTT (3 - (4,5-dimetil-2-il) -2,5 dimetil-brometo de 
83tetrazolium] . Cada um desses métodos pode ser 

realizado em microculturas, utilizando múltiplas 
concentrações de amostras em placas de 96 ou 384 
poços, levando, desta forma, a um maior rendimento de 
testes em grandes quantidades de compostos.

a) O teste de LDH é baseado na avaliação da atividade 
de lactato desidrogenase (LDH) em meio extracelular. A 
atividade de LDH é mensurada a partir da conversão de 
resazurina em resofurina fluorescente mediada pela 
diaforase após a conversão enzimática de lactato para 
piruvirato, catalizada por LDH. A perda de LDH intracelular 
e a sua liberação em meio de cultura é um indicador de 
morte irreversível de células devido aos danos causados na 
membrana celular. Este teste é caracterizado por sua 

80confiabilidade, rapidez e avaliação simples .

b) A análise de quantificação de proteína é uma medida 
indireta da quantidade de proteína celular em culturas em 
suspensão e aderentes. Ele se utiliza de coloração com 
sulforhodamina B (SRB) e subsequente determinação da 
densidade ótica (490 nm) em um leitor de microplacas. O 
ensaio fornece um teste colorimétrico, porém o SRB 
também fluoresce intensamente devido à excitação por 
laser a 488 nm e pode ser medido quantitativamente em 

81nível celular por citometria por fluorescência estática .

c) O ensaio de incorporação do vermelho neutro 
fundamenta-se na capacidade de células viáveis de 
incorporar e afixar o corante supravital vermelho neutro 

82aos lisossomos . O corante é então extraído e quantificado 
por meio de leitura de absorbância em espectrofotômetro.

d) Por último, o ensaio MTT tem sido utilizado para 
avaliar a viabilidade de células em diferentes linhagens 
celulares. Ele consiste na conversão do sal de tetrazólio 
MTT em formazan roxo insolúvel por meio de 
desidrogenases mitocondriais em células viáveis em 
proliferação. Os montantes de formazan são então 
quantificados com uso de um leitor de microplacas 

83espectrofotométrico .

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BLOQUEADORA DO 
POTENCIAL VETOR POR DROGAS EXPERIMENTAIS

O rápido desenvolvimento da resistência a drogas 
antimaláricas de diversas classes químicas* é um fator 
relevante a influenciar o tratamento e controle da 

84malária . O uso de compostos capazes de interromper a 
transmissão da malária já foi defendido como um meio de 
evitar o desenvolvimento da resistência a drogas e limitar a 

85,86,87,88disseminação de parasitas resistentes . Os 
antimaláricos gametocitocidas, em particular as 
artemisininas, podem acelerar o controle da malária, pois 

89,90,91reduzem a transmissão pós-tratamento . No entanto, 
os derivados de artemisinina não evitam completamente a 

92transmissão pós-tratamento , e, devido à crescente 
resistência à terapia combinada à base de artemisinina 

93,94,95(TCA) no sudeste da Ásia , a necessidade de drogas 
eficazes contra gametócitos passou a ser urgente. 

As drogas antimaláricas com atividade bloqueadora da 
transmissão podem afetar os estágios sexuais do parasita 
no hospedeiro humano (atividade gametocitocida) ou o 
desenvolvimento do parasita no mosquito (atividade 
esporontocida).

EFEITOS SOBRE A MICROGAMETOGÊNESE (TESTE DE 
EXFLAGELAÇÃO)

A exflagelação é o processo no qual um 
microgametócito ativado produz microgametas flagelares. 
Os microgametas rapidamente aderem aos eritrócitos ao 
seu redor para formar centros de exflagelação 
mul t i ce lu la res ,  que  podem se r  observados  

96microscopicamente . O gametócito é acionado in vitro 
por meio de sua exposição simultânea a dois estímulos: 

97uma queda de temperatura de mais de 5º C  e uma 
98,99,100mudança no nível de pH de 7.5 para 8.0 . O método 

padrão para monitorar uma gametogênese efetivamente 
realizada é a contagem de centros de exflagelação no 
microscópio. No entanto, como é bastante trabalhoso, um 
tanto subjetivo e não pode ser automatizado, este método 
não é considerado adequado para aplicações com média 
produtividade. A replicação do DNA durante a 
microgametogênese tem sido investigada utilizando a 
coloração do DNA com vários corantes fluorescentes e a 
subsequente análise de células individuais por microscopia 
de fluorescência ou de populações de células por 

101,102citometria de fluxo . Entretanto, estes métodos não são 
facilmente adaptados a testes com maior produtividade. 
Recentemente foi desenvolvido um ensaio adaptado ao 
formato de 96 poços para monitorar a ativação de 
gametócitos com base na incoporação de hipoxantina 

103radiativa em DNA recém-sintetizado de microgametas .

AVALIAÇÃO DO IMPACTO DE ANTIMALÁRICOS NO 
DESENVOLVIMENTO ESPOROGÔNICO

A carga de gametócitos em humanos durante o 
período pós-tratamento pode ser levada em 

104consideração , apesar dos muitos aspectos éticos a 
serem observados. Como alternativa, pode ser utilizado 
um modelo de roedor onde os animais sejam infectados e 
posteriormente tratados. Camundongos experimentais são 
infectados via inoculação intraperitonial de hemácias 
infectadas. Cinco dias após a infecção, a presença de 
gametócitos maduros é verificada pela existência de 
exflagelação observada em gotas de sangue por meio de 
microscópio. Camundongos com gametócitos são 
tratados com o composto a ser testado e colocados em 
gaiolas com mosquitos. Dez dias após o repasto, os 
mosquitos são dissecados e seu intestino médio é 
dissecado sob microscópio ótico (400×) com vistas à 

105,106avaliação da presença ou ausência de oocistos . 
Tradicionalmente os oocistos são visualizados após 
corados com mercúrio-cromo a 0,5%. O desenvolvimento 
de parasitas de roedores transformados pela proteína 
fluorescente (GFP) facilitou a detecção de oocistos no 
intestino médio porque a fluorescência gerada pela GFP 
pode ser rapidamente detectada em microscópio de 
fluorescência (Figura 2).
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A avaliação do impacto da maturação do oocisto pode 
ser estabelecida por meio da observação do estágio 
desenvolvimental do oocisto. Como exemplos de 
categorias desenvolvimentais, podem ser citados: a) 
oocisto imaturo, anterior à formaçãod e esporoblastos; b) 
oocisto imaturo, com soroblastos visíveis e esporozoítos 
florescendo; e c) oocisto maduro, contendo esporozoítos 
completamente desenvolvidos. O desenvolvimento dos 
oocistos pode também ser quantificado medindo o 
diâmetro do oocisto com um micrômetro ocular.

A atividade bloqueadora do potencial vetor é 
finalmente avaliada com a remoção das glândulas 
salivares do mosquito no dia 21 pós-infecção e a 
verificação da presença ou ausência de esporozoítos por 

86,87,88meio de microscopia de contraste de fase , ou 
permitindo que estes mosquitos se alimentem em 
camundongos não infectados e depois checando sua 
parasitemia nos dias subsequentes.

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMALÁRICA DE 
COMPOSTOS DURANTE A FASE HEPÁTICA

A fase hepática é uma fase de transição entre o 
esporozoíto extracelular, inoculado pelo mosquito vetor, e 
a fase sanguínea, que é responsável pela produção da 
doença.

ENSAIO ANTIMALÁRICO ESQUIZONTICIDA E 
EXOERITROCÍTICO

O desenvolvimento de produtos farmacêuticos que 
inibam o crescimento de formas hepáticas de Plasmodium 

é importante por duas razões principais: estes compostos 
poderiam ser utilizados como agentes profiláticos por 
indivíduos expostos, por um certo período, em área 
endêmica de malária (por exemplo, refugiados e 
viajantes); e o fato de a emergência de cepas resistentes a 
drogas ser teoricamente limitada durante a fase hepática 
devido à baixa carga viral em comparação com a fase 
sanguínea. Apesar de as fases hepáticas fornecerem alvos 
atraentes para a quimioterapia antimalárica, o rol de 
drogas eficazes e largamente disponibilizadas ainda é 
limitado. As únicas drogas profiláticas atualmente 
disponíveis são o atovaquona e as duas drogas 
relacionadas: primaquina e tafenoquine. O atovaquona já 
demonstrou ser eficaz na inibição do desenvolvimento do 

107parasita , porém seu uso é limitado devido ao seu custo 
elevado. A toxicidade hematológica restringe o uso de 
primaquina, particularmente na África, por causa da 
elevada frequência de deficiência em Glucose-6-fosfato 

108desidrogenase (G6PD) na população humana . Houve 
uma diminuição na identificação de novas drogas devido à 
falta de um método sensível e confiável que possa ser 
utilizado em triagens em larga escala. 

Apesar dos avanços significativos, as fases 
exoeritrocíticas (EE) dos parasitas maláricos em mamíferos 
permanecem sendo as menos compreendidas de todas as 
fases do ciclo de vida do parasita. As culturas mais antigas e 
prolíficas das fases EE foram realizadas utilizando-se os 
parasitas aviários P. fallax, P. gallinaceum e P. cathemerium, 

109,110,111,112cultivados em embriões de galinha ou in vitro . No 
entanto, a disparidade biológica entre o ciclo EE em 

D

E

A

B

C
Imagens de microscopia ótica (400X): (A) oocistos imaturos apresentando conteúdo uniforme; (B) 
oocistos imaturos com soroblastos e esporozoítos florescendo; (C) oocisto maduro, com 
esporozoítos completamente desenvolvidos e visíveis. Oocistos expressando GFP do parasita 
malárico de roedores P. berghei, imagens de microscopia de fluorescência de (D) oocisto maduro 
(100X) e de (E) oocistos maduros e imaturos em diferentes estágios de desenvolvimento (200X).

Figura 2 – Oocistos de Plasmodium berghei; estágios do desenvolvimento (dia 10 
após a infecção do mosquito
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parasitas maláricos aviários e mamíferos, as diferenças entre 
os sistemas imunológicos dos hospedeiros e o papel do 
hepatócito limita de forma substancial o uso daquela cultura 
como modelo para a malária humana. Alguns laboratórios 
têm tentado utilizar hepatócitos primários de hospedeiros 

113suscetíveis naturais e de laboratório . Os hepatócitos 
primários têm a vantagem de poderem ser obtidos de 
animais histocompatíveis com hospedeiros imunizados 
experimentalmente. Além disso, eles permitem o teste de 
drogas que requeiram ativação metabólica, apesar de 
normalmente existirem diferenças qualitativas e quantitativas 
entre as espécies nas vias metabólicas de drogas hepáticas. 
Entretanto, os hepatócitos primários também apresentam 
algumas desvantagens relevantes: (1) o perfil metabólico do 
hepatócito varia durante o tempo de cultura; (2) a densidade 
dos parasitas obtidos utilizando essas células é relativamente 
baixa; (3) por razões técnicas, o preparo varia de 
experimento para experimento e de acordo com cada 
laboratório; e (4) o preparo varia de acordo com o status 
nutricional e outras características do hospedeiro.

Muitos avanços foram conseguidos com a introdução 
114das linhas celulares de hepatoma HepG2-A16 e Huh7 . 

No entanto, em estudos sobre a sensibilidade a drogas, as 
linhas celulares de hepatoma podem não reproduzir 
fielmente o metabolismo da droga por hepatócitos 
primários. Por exemplo, apesar de as células de HepG2 
poderem realizar oxidase de função mista dependente do 
citocromo P-450 e reações de conjugação, foram 
observadas diferenças nas atividades de algumas das 
enzimas que metabolizam drogas em comparação com 

115,116hepatócitos humanos primários recém-isolados . A 
primaquina, que requer a ativação pela célula do 
hospedeiro, apresenta uma baixa atividade contra as 
formas EE de P. berghei cultivadas em células de 

117HepG2 , em comparação com o P. yoelii cultivado em 
118hepatócitos primários de Thamnomys . Este achado pode 

refletir a incapacidade de HepG2 de transformar a 
primaquina em seu estágio ativo. Para obter um quadro 
mais completo da atividade de drogas individuais, diversos 
sistemas de cultura diferentes podem ser utilizados.

A cultura in vitro das formas EE de P berghei (cepa 
ANKA) ou P. yoelii (cepa 265BY), por infecção da linha 
celular HepG2 com esporozoítos produzidos em 

119,78mosquitos da espécie Anopheles stephensi , constitui 
uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a atividade 
antimalárica de compostos durante a fase hepática.

Os testes de sensibilidade a drogas in vitro são 
baseados principalmente na contagem de células 
hepáticas que contenham esquizontes em culturas 

120,113,114infectadas por esporozoítos . Apesar de terem sido 
propostos métodos alternativos para a detecção de 
esquizontes EE, incluindo o uso de métodos quantitativos 

121,122,123de RT-PCR (qRT-PCR) , o uso de sondas de RNA 
124ribossômico , o uso de sistemas com imagens em 

125infravermelho juntamente com um contador de colônias  
e a detecção em culturas e em camundongos vivos 

126utilizando imagens luminescentes em tempo real , o 
número de células infectadas ainda é medido 
principalmente por análise de microscopia de 
fluorescência. Estes métodos são propensos a grandes 
variações entre observadores e demandam bastante 

tempo, dadas as baixas taxas de infecção observadas em 
hepatócitos provenientes de culturas (geralmente menores 

125de 2%) . Parasitas maláricos transgênicos de roedores 
(parasitas expressando GFP) que expressam a luciferase, 
p ro te ína  " r epó r t e r "  f l uo re scen te ,  j á  fo ram 

127,128desenvolvidos . A avaliação dos efeitos de várias 
drogas com base na luminescência sobre a infecção in 
vitro de hepatócitos usando esses parasitas demonstra que 
esses modelos podem ser utilizados de forma eficiente na 
análise in vivo e in vitro de compostos visando às fases 

129hepáticas do Plasmodium . Esta estratégia é um sistema 
reproduzível no qual um parasita clonado se desenvolve 
até a maturidade em uma determinada célula hospedeira 
na mesma velocidade e com a mesma morfologia da 
observada em um hospedeiro de laboratório adequado. 
Ademais, ela representa um ensaio de rotina reproduzível 
para o crescimento em todos os estágios EE, considerado 
objetivo e estatisticamente robusto.

A DIFÍCIL ESCOLHA

A abundância de ensaios sobre a sensitividade a 
drogas existentes e disponíveis faz com que o pesquisador 
se veja diante de uma difícil escolha. Tanto o microteste da 
OMS como os ensaios isotópicos já comprovaram sua 
confiabilidade nos campos respectivos após mais de duas 
décadas de utilização: o microteste da OMS em campo e 
os testes isotópicos em laboratórios de pesquisa altamente 
equipados. No entanto, ambos os testes trazem consigo 
importantes obstáculos. O teste da OMS é subjetivo e 
bastante trabalhoso, enquanto que o teste isotópico tem 
pouca sensibilidade e envolve o manuseio de material 
radiativo. Os novos ensaios colorimétricos, os testes DELI e 
HRP2 baseados no ELISA e os testes de intercalação no 
DNA com o uso de corantes superam muitas destas 
desvantagens e podem ser os atuais métodos de escolha. 
Eles são sensíveis, relativamente simples e rápidos, não 
demandam o uso de equipamento especializado e têm o 
potencial de substituir os testes tradicionais. No entanto, 
eles ainda estão bem distantes do uso do dipstick para a 
dosagem da resistência a drogas. À medida que mais 
conhecimento a respeito da genética da resistência a 
drogas é disponibilizado, e à medida que novas e melhores 
ferramentas são desenvolvidas (como a PCR em tempo 
real), técnicas moleculares podem vir a se tornar 
ferramentas extremamente valiosas para a vigilância e 
detecção precoce da resistência a drogas antimaláricas no 
futuro.

Os testes de drogas são fundamentais para as 
pesquisas sobre a malária e devem sempre ser 
complementados por estudos clínicos, estudos genéticos 
do hospedeiro relacionados ao metabolismo da droga, 
marcadores moleculares para uma mais rápida 
identificação da presença de resistência em campo e 
novos métodos diagnósticos aplicados principalmente na 
caracterização da suscetibilidade a drogas.
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Methods for assessment of antimalarial activity in the different phases of the Plasmodium 
life cycle

Métodos para evaluación de la actividad antimalárica en las diferentes fases del ciclo de 
vida del Plasmodium

RESUMEN

La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos y causada por parásitos del género Plasmodium. En seres 
humanos, los parásitos se multiplican en el hígado y en seguida, infectan los eritrocitos. El ciclo de vida del Plasmodium 
consiste en una fase sexuada en el mosquito vector (esporogonia) y una fase asexuada en el huésped vertebrado 
(esquizogonia); ambas fases pueden detectarse por intermedio de pruebas. En general, la evaluación de la actividad 
antimalárica de compuestos se hace por ensayos in vivo e in vitro. La actividad antimalárica determinada por ensayo in vivo 
resulta de una variedad de factores asociados tanto al parásito como al huésped. Por otro lado, las pruebas in vitro 
muestran con más precisión los efectos "aislados" de los compuestos sobre el metabolismo del parásito. El análisis in vivo 
de la actividad antiplasmódica pode realizarse con el uso de modelos de roedores y por la evaluación de la actividad 
bloqueadora del potencial vector utilizando mosquitos. Existen diversos testes in vitro para la evaluación de la actividad 
antimalárica basados en la observación del desarrollo del parásito en células sanguíneas a través de gota espesa, ensayos 
isotópicos, cuantificación de proteínas del parásito y pruebas de intercalación en el ADN con el uso de colorantes. Además 
de la actividad antimalárica, un compuesto antimalárico prometedor no debe presentar toxicidad en relación a las células 
huéspedes; el grado de selectividad de un compuesto en relación al parásito de la malaria está involucrado en este 
análisis. En este artículo, se pretende resumir los métodos más comúnmente utilizados para evaluar la actividad 
antimalárica de compuestos durante las diferentes etapas del ciclo de vida del Plasmodium.

Palabras clave: Malaria; Resistencia a Medicamentos; Antimaláricos; Pruebas Inmunológicas de Citotoxicidad; 
Plasmodium.

ABSTRACT

Malaria is a mosquito-borne disease caused by parasites of the genus Plasmodium. In humans, parasites multiply in the liver 
and then infect red blood cells. The Plasmodium life cycle consists of a sexual phase in the mosquito vector (sporogony) and 
an asexual phase in the vertebrate host (schizogony); both life cycle phases can be detected in assays. In general, in vivo and 
in vitro are the two basic approaches routinely used to evaluate the antimalarial activity of compounds. The antimalarial 
activity measured in an in vivo test results from a variety of factors associated with both the parasite and the host. Conversely, 
in vitro tests reflect more accurately the "isolated" effects of the compounds on parasite metabolism. In vivo assessment of 
antiplasmodial activity can be achieved using rodent models and by assessing transmission-blocking activity using 
mosquitoes. There are several in vitro tests for the assessment of antimalarial activity based upon observation of parasite 
development in blood cells through thick films, isotopic assays, quantification of parasite proteins and DNA dye 
intercalation assays. Besides antimalarial activity, a promising antimalarial compound should also lack toxicity to host cells; 
the degree of selectivity of a compound towards the malaria parasite includes such assessment. In this manuscript, we 
intend to summarize the most frequently used methods for assessing the antimalarial activity of compounds in the different 
stages of the Plasmodium life cycle.

Keywords: Malaria; Drug Resistance; Antimalarials; Cytotoxicity Tests, Immunologic; Plasmodium.
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